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要 旨
クレアチン リン酸は平滑筋弛緩を促進す ることが知 られている。我々は、予備実験で細
胞膜を人工的に破壊 したスキン ド平滑筋標本においても、クレアチン リン酸 は濃度依存性
に弛緩 を促進す ることを確認 した。 この結果からクレアチンリン酸は平滑筋収縮 タンパク
質系に影響 して弛緩を促進す ることが示唆 された。本研 究で我々は、クレアチン リン酸に
よる平滑筋弛緩促進作用が ローマン反応 を介す るか否かを明 らかにす る目的で、ローマン
反応の触媒 として働 く酵素 クレアチンキナーゼの特異的阻害薬(フ ルオ ロディニ トロベン
ゼン;且uor・dinitro-benzene)が平滑筋弛緩 に与 える影響を検討 した。標本はモルモ ッ ト
盲腸紐平滑筋を200μMのβエスシンによって透過処理 を行ったスキン ド標本 を張力変換
器に連結 した針 に固定 し、10μMのCa2+誘発性収縮 により収縮が定常状態に達 した後に、
標本 を10mMのEGTAに よってCa2+をキ レー トした人工細胞内液に浸 し、弛緩過程 を
観察 した。ク レアチンキナーゼ阻害薬(1)はCaキ レー ト溶液にクレアチ ンリン酸
が含まれ た時のみ弛緩経過 を有意に抑制 した。 ク レアチン リン酸は ローマン反応 による
ATP再合成を促進す ることによって、平滑筋弛緩を促進することが強 く示唆 された。
Creatinephosphateisknowntoacceleratesmoothmuscle.Ourpreliminaryresults
indicatedthatcreatinephosphateacceleratedskinned(cellmembranepermeabilized)
smoothmusclepreparationsinadosedependentmanner,suggestingthatcreatine
phosphatedirectlyaffectcontractileelementsofsmoothmuscles.Inthepresentstudy,
weinvestigatedtheeffectsofFDNB(1-fluoro-2,4-dinitrobenzene),astronginhibitorof
creativekinase,ontherelaxationofskinnedpreparationstotestwhetherthe
acceleratingef【bctofcreatinephosphateontherelaxationisduetotheLohma皿's
reaction,whichacceleratesATPregeneration.Musclepreparationswereobtainedfrom
taeniacecumofguineapig.andskinnedwith200,uMf3escin.Apreparationwastied
toneedles,oneofwhichwasconnectedtoaforcetransducer.Whenthe10,uMCat+
inducedactivetensionreachedasteadylevel,thepreparationwasimmersedintoCat+
chelatingsolutionintheabsenceorpresenceofFDNB.FDNBsignificantlyslowedthe
relaxationtimecourseonlywhencreatinephosphatecontainedintheCat+chelating
solution.Theseresultssuggestthatcreatinephosphateacceleratessmoothmuscle
relaxationthroughcreatinekinasecoupledwithATPregeneratingpathway.
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諸言
平滑筋の収縮弛緩のメカニズムは様 々な要素が挙げ られてお り、解明途中である。また
動脈、腸管、膀胱な ど、平滑筋 の存在部位 によって も収縮弛緩特性 の差が挙 げられている
1)2)。今回我々は、モルモ ッ ト盲腸紐平滑筋を200μMのβエスシンによる透過処理によっ
て細胞膜 に穴を開けて細胞内環境を容易 に変化できるモルモ ッ ト盲腸紐 スキン ド標本を作
成 し、平滑筋弛緩 を促進することが以前か ら報告3)されていたクレアチン リン酸の弛緩促
進作用機序の検討 を行った。我 々の予備実験においてクレアチンリン酸は平滑筋収縮 タン
パ ク質系に影響 して濃度依存性 に盲腸紐 スキン ド標本の弛緩を顕著に促進する結果を得た。
クレアチン リン酸はアデノシンニ リン酸(ADP)とク レアチンキナーゼ(CK)存在下で、
アデ ノシン三 リン酸(ATP)を産生す るローマン反応に関与 している。
本研究で我々は平滑筋スキン ド標本 にお けるク レアチンリン酸の弛緩促進作用がロ0マ
ン反応 を介するか否かを調べる目的で、CKの 特異的阻害薬であるフルオロディニ トロベ
ンゼ ン(1i)13)14)が平滑筋弛緩に与える影響 を検討 した。
2
方法
本 実験 は 日本 学術 会議 が策 定 した 「動物 実験 を適正 に行 うた めのガイ ドライ ン」に則 り、
首都 大 学東京 南 大沢 キ ャンパ ス研 究安全 倫理 委員 会 に よ り学 内動 物 実験(25-6)の 承認
を受 けた動 物実 験計 画 を遵 守 して実施 した。 実験動物 は メスのハ ー トレイ系モ ルモ ッ ト、
重 さ200～5009をジエチ ルエ ーテ ル(和 光純 薬,大 阪)に よ り昏 睡 させ 、盲腸 紐 を摘 出
した。
摘 出 した盲腸紐 は、200μMの β・escinを含 んだ人 工細 胞 内液 に20分 浸 ける こ とで細胞
膜 に穴 を開 けるス キ ン ド標 本 を作成 し4)5)、50%glycerolに浸 し一20℃で保 存 した。 この保
存 した スキ ン ド標 本 か ら3.0-4.Omm×0.1-0.2mmの長方形 の細長 い平 滑筋小切 片 を作成
し、一方 を張力 測定 装置 に繋い だ一組(2本)の タン グステ ンワイヤー に絹 糸の単線 維 を
用 い切 片 の両端 を装着 し、張力測 定 を行 った。
張力測 定装置(BG-10;Ku】iteSemiconductorProducts,Leonia,NJ,USA)は、 張力 の変
化 を電圧 に変換 し、増 幅器(AM20;ユニパル ス株 式会社,東 京)で 信 号 を増 幅 した後、A-D
(アナ ログ デー ジ タル)変 換器(PowerLab2/26;ADInstrumentsJapan,東京)に よ りデ
ジタル信 号 に変換 した上 で、Labchart(e7.1;ADInstrumentsJapan,東京)でパ ソコン上
に記録 を した。
素 早 く溶 液 の変換 を行 うた めに、9つ の穴(各々0.135ml)のあ るバ ブル プ レー トシステ ム
を利 用 した6)。実験 中の溶 液温 度 は30.0±1.0℃を維持 した。
溶液
盲 腸紐 スキ ン ド標本 の た めの人 工細 胞 内液 は、0.85mMMg2+,1mMMgATP(1.35
totalATP)(RocheDiagnostics,Mannheim,Germany),2mMcreatinephosphate
(CrP)(ナカ ライ テ スク株 式 会社 、京 都),IOmMetyleneglycole-bis(2・aminoetylether)
tetraaceticacid(EGTA)(同仁 化 学研 究所,熊 本)と した。 また細胞 内液 のイ オ ン強度 は
K(methanesulfonate)(東京 化成,東 京)を 加 え るこ とによって200mMに 維 持 し、p且
は25℃ で1,4-piperazine-bis(2・ethanesulphonicacid)(同仁 化学研 究所,熊 本 とKO且
に よって7.0に調節 を した。
Ca2+溶液 には人 工細胞 内液 にCa(メ タ ンスル ホ ン酸)2(10'4.35MCa2+)(東京化成,
東 京)と1,uMbovinebraincalmodulin(和光純薬,大 阪)を 加 えた。 弛緩 にお け る ミ
オ シ ン軽 鎖 リン酸 化 の影 響 を除 外 す るた め、弛緩 時 には リン酸 化 の 基質 には な らな いが
myosinATPaseの基 質 に なるCTP(RocheDiagnostics,Mannheim,Germany)をATPの代
わ りに添加 した。16)17)
ク レアチ ンキナー ゼ 阻害薬 は、1-fluoro-2,4-dinitrobenzene(1)(東京化成,東 京)
13)14)を用 い 、それ ぞれ弛緩 経過 を観 察す る際 の溶 液 に添加 した。
実験手順
盲腸紐スキン ド平滑筋標本弛緩に及 ぼす クレアチンキナーゼ阻害薬(!)の 影響 を
測定す るプ ロ トコルは、スキン ド標本 を張力測定装置 に装着 し細胞内液の中で張力が安定
した ところでCa2+溶液 に素早 く標本 を移 し収縮を開始 させ、収縮張力が最大 となった とこ
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ろで、弛緩 液 に標 本 を移 動 し、後 の15分 間測 定 を行 った。弛緩 液 はEGTA、CTP、CrP
(20mM)に、FDNBの 濃 度 をそれ ぞれ300μM、100μM、30μM、10μM、 コン トロ
ール 群 と して1%の 純水 を加 えた もの(0μM)の5群 に設 定 した。(図1.B)
CrP非 存 在 下で 盲 腸紐 ス キ ン ド平 滑 筋標 本 弛緩 に及 ぼす ク レア チ ンキ ナー ゼ 阻 害 薬
(/i)の 影 響 を測 定す るプ ロ トコル は、 ク レア チ ンキナー ゼ阻害 薬(FDNB)の 影 響
を測定 した 同様 の方法 で、弛緩 液 か らCrPを 除 いた もの を用 い測 定 を行 っ た。(図1.B)
データ解析
測定値は相対値で表 した。
相対張力=(観 察 された張カー静止張力)/(最 大張カー静止張力)(図1.A)
結果は平均値 と標準誤差で表 した。平均値 の統計的処理は対比サンプルをステユ0デ ン
トのt検 定を使用 してP〈0.05の場合有意差あ りとした。回帰分析はKaleidaGraph日
本語版(v4.1;Hulinks)で行った。
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図1、A=Labchart記 録 図 と 相 対 張 力 計 算 式 縦軸;電 圧(張 力)横 軸;時 間(秒)
B=実 験 手 順 横軸;時 間経過.上 段;ク レァチンキナーゼ阻害薬(FDNB)の影響.一
下段;CrP非存在下でのクレアチンキナーゼ阻害薬(FDNB)の影響
Cat+溶液でCa依存性収縮を起こし最大張力となった時に弛緩液に標本を移動する
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結果
盲腸紐 スキン ド平滑筋標本弛緩に及ぼすク レアチンキナーゼ阻害薬(FDNB)の影響
図2は 、モルモ ッ ト盲腸紐スキン ド平滑筋標本弛緩過程に対す るクレアチンキナーゼ阻
害薬FDNBの 効果 を示す。値は14例の平均値±標準誤差であ り、縦軸を相対張力、横軸
は弛緩経過時間 とし、Ca2+溶液か ら弛緩液に標本を移動 した後の経過時間を、0秒から90
秒までは10秒間隔、120秒から900秒までは60秒間隔で、それぞれ濃度別の相対張力平
均値のグラフである。300秒以降は平坦化するため省略 した。 コン トロール群0μMに 対
して濃度依存性に相対張力平均値の上昇がみ られた。 コン トロール群0μMの 相対張力平
均値 とそれぞれ の濃度の相対張力平均値の経過時間における統計学的処理の結果、300μ
Mと100μMで は、20秒か ら900秒までの値で有意差がみ られた。すなわち、FDNBは
100μM以上で、弛緩 を有意 に抑制 させ ると、考えることができる。(図2.)
FDNBが平滑筋弛緩に及ぼす影響
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図2.ス キ ン ド平 滑 筋標 本 弛 緩 に及 ぼす ク レア チ ンキ ナ ー ゼ 阻 害 薬(FDNB)の影響
縦軸;相対張力.横 軸;時間.300秒以降平坦化により削除 濃度依存性に弛緩を抑制.
*印;有意差あり
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どの様 なメカ ニズ ムで弛緩 を抑制 させ るかア クチ ンー ミオ シ ンの結 合解離 をモ デル化 し
て考 えてみ た。 弛緩経過 の速 い相 とそ の後 の ゆっ く りと した相 は 、解 離 した ク ロスブ リッ
ジ の一 部 が非常 に ゆっ く りと したい わゆ るラ ッチ を形成15)してそ の後解 離 してい く、と考
える と弛緩 経過 を うま く説 明で き る(図3.)。
まず 、発 生 してい る力 は、ア クチ ン と結合 してい る ミオ シ ン数 に比例 す る と考 え る。
活性 化 ク ロスブ リッジは指数 関数 的 に減少す るeω τ£・・t)。 ア クチ ンか らい ったん解離
した ミオシ ン(1-e←t1τ露・・t))の一部aが 、非 常 にゆっ く りと結合 す る ラ ッチブ リッジを形成 し
(1-e←t1τ1・t・h'・tt・ゆ)、 それ は非 常 に ゆ っ く りと解 離 す るeω τ1・㏄h'd・t・t・h)。発 生 張 力
(Force(t>)は、活 性化 ク ロス ブ リッジ数 とラ ッチブ リッジ数 の和 と考 え る と、
F。rce(t)ニF。rce(。)×[e←〃・f…)+a×(1・e←〃£…))×(1・eC〃・1…h●a枕・・ゆ)×e←〃・1…h幽d…t・明
で表す こ とがで き る。
この式 で 、得 られ たデ ー タを回帰 してみ る と、 それ ぞれ の時 定数 は表1の 様 にな った。
で は、FDNBは、この過程 の どこに作 用 して弛緩 を抑制 す るのか。回帰分析 の結 果 か らは、
FDNBは ラ ッチブ リッジを形成 す るzlatch-attachの値 で有 意 に小 さか った(表1.)。従
ってFDNBは ラ ッチブ リッジ形 成 を促 進す る ことを示 唆 してい る。また 、高濃度 の1
は、zfastが有意 に大 きい こ とか ら(表1.)、速 い活 性化 ク ロス ブ リッジ の解 離 を抑 制す る
こ とが考 え られ る。
A胴M伽tcyc豆血9)磁A+M(relax)
議//
/τlatch-attach
→A+M(relax)A顧M(豆
at。h)
ilat.ch-dctach
図3.ラ ッチ ブ リッジ説モデル
A:ア ク チ ンM:ミ オ シ ン
ouM 10μM 30ELIM
平均 標準誤差 平均 標準誤差 t一ヒest 平均 標準誤差 t‐test
Zfast 14,334 56,200 34,314 6,354 0,091 25,920 6,5530,767
tlatch‐attach1412,200751,390 86,575 30,343 *0.036125,546 42,5960,056
tlatch‐detach3343,091279,2802867,212291,208 0,3222157,085299,3341
a o.ozo 2,321 0,185 0,047 0,430 0,168 0,0430,366
100,uM 300,uM
平均 標準誤差 t一ヒest 平均 標準誤差 t‐test
tfast 43,769 12,349 0,119 40,183 6,366 *0.009
zlatch‐attach 45,360 12,454 *0.028 43,231 9,048 *0.03
zlatch‐detach2176,255352,424 0,2951710,032295,440 0,283
a 0,277 0,064 0,833 0,264 0,042 0,756
表1.FDNBの影 響 回 帰 分析 に よ る 時定 数 平 均 と標 準 誤 差
t検定はOmM平均とそれぞれの濃度の平均を検定。*印 は有意差あり
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CrP非存在 下での盲腸紐スキ ン ド平滑筋標本弛緩 に及 ぼす ク レアチンキナーゼ阻害薬
(1)の 影響
図4.は 実験数13例 のCrP非存在 下での盲腸紐スキン ド平滑筋標本弛緩及 ぼす クレア
チンキナ0ゼ 阻害薬 の影響を表す。濃度依存性 は見 られず、コン トロール群0μMの 相対
張力平均値 とそれぞれの濃度の相対張力平均値 の経過時間における統計学的処理、お よび
回帰分析 の結果でも有意差は認 められなかった。(図4.)(表2.)
CrP非存在下でFDNBが弛繹に及ぼす影響
・R1
肥0.8
0.6
0.4
0.2
O
a
撃
　1擁
塞1 ???
?
鐵
◇30⊂Url繕
50 1as 150 200 250300
時 間(秒)
図4.CrP非 存 在 下 でス キ ン ド平 滑 筋標 本 弛緩 に及 ぼす ク レア チ ン キナ ー ゼ 阻 害薬
(FDNB)の影 響
縦軸;相対張九 横軸;時間.300秒以降平坦化により削除.
濃度依存性は認められない.
0μM 10uM 30uM
平均 標準誤差 平均 標準誤差 t-test 平均 標準誤差 t‐test
tfast 22,977 7,912 17,190 2,291 0,547 16,011 2,2460,410
tlatch-attach29,35412,28214711,1041 090,2510,332 1 7,5550,975
tlatch‐detach1090,050323,1135166,92033$6,7990,2761859,290551,2930,291
a 0,126 0,035 0,224 0,123 0,370 11・ ・ o.02s0,186
100μM 300uM
平均 標準誤差 t一ヒest 平均 標準誤差 t‐test
rfast 19,134 5,546 0,725 20,652 II.1 0,827
tlatch‐attach 214,344178,620 0,346 159,50474,852 0,153
tlatch-detach1304,863... 0,6761283,158516,337 1!11
a 0,160 0,039 0,283 0,345 11: 0,316
表2.CrP非存在下でのFDNBの影響 、回帰分析による時定数平均 と標準誤差
t検定はOmM平均とそれぞれの濃度の平均を検定。
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考察
クレアチンリン酸(CrP)が盲腸紐スキン ド平滑筋標本の急速な弛緩経過を示す ことが
報告 されている3)。我 々の予備実験でCrPの影響の測定を行った結果、濃度依存性 に弛緩
促進 し、20mMでは初期か ら有意な弛緩促進 を確認できた(図5.)。CrPはアデ ノシンニ
リン酸(ADP)とク レアチンキナーゼ(CK)の 存在 下でのアデノシン三 リン酸(ATP)
合成 を行 うローマン反応 の構成要素 として知 られ る。またCKはADPとCrPか らATP
産生を活性化す る酵素であ り7)、ATPの消費の際、ATP再生 を行 うことが報告 されている
lo)11)12)。本実験では、CKのアクチン ・ミオシンの結合解離への影響のみに焦点 を絞 るた
めに、 ミオシン軽鎖 リン酸化 ・脱 リン酸化へのCrPの影響を除 くため、 リン酸化 ・脱 リン
酸化 の基質にはな らないが、ATPaseの基質になるシチジン三 リン酸(CTP)をATPに置
換 した溶液を用いた。従 って、本実験では、CDP+CrP⇔CTP+Crと なる条件
下でのローマン反応がスキン ド平滑筋標本弛緩 に及ぼす影響 を検討 した。
クレアチンリン酸が弛緩 に及ぼす影響
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図5.ス キ ン ド平 滑 筋標 本 弛緩 に及 ぼす ク レアチ ン リン酸(CrP)の 影 響
縦軸;相対張力.横 軸;時間.300秒以降平坦化により削除.
濃度依存性に弛緩を促進.*印;有 意差あり.
実験結果よ り、CrP存在時のみ、フルオ ロディニ トロベ ンゼン(FDNB)は濃度依存性
に弛緩 を抑制 した。CrP非存在下では高濃度で もFDNBは 弛緩 に影響 しなかった。従 っ
て、FDNBの 効果はローマン反応を阻害 し、CTP再合成 を抑制することによ り、弛緩 を
抑制 してい ると考え られ る。
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ミオシンは、ヌクレオチ ド(ATP)を結合 していない と、いわゆる固 くアクチンと結合す
るRigor(硬直)状 態を形成す る。ATPの結合 によ り、アクチンから離れ、ATP加水分解
によってADP・Piが産生 され ることで ミオシン頭部の変形 とアクチン結合が起き、Piが
遊離す ることで ミオシン頭部の更なる変形 によ り首振 り様運動 をした後に、 ミオシンか ら
ADPが遊離 し、その結合部位で再度Rigor状態 を作 る。この現象を繰 り返す ことによって
収縮 をする と考 えられている。本実験に用いたCTPは、このATPによる同様のアクチン
ーミオシン相互作用 を行ってい ることとな り16)17)、ローマ ン反応 によって産生 されたCTP
は、ア クチンとミオシンのRigor(硬直)状態を解離す るため、弛緩が促進 される。逆に、
ロ0マ ン反応を1で 抑制す ると、CTP濃度が減少 し、ミオシンへの次のCTP結合に
時間がかかることとな り、 ミオシンがアクチンか ら離れ るまでの時間が延長す る。従 って
弛緩は抑制 され ると考えられる。また、FDNBは濃度300μMのifastの値で有意に大き
かった(表1.)。FDNBのク レアチンキナーゼ阻害効果によりCTPの 供給が阻害 され、
Rigor状態が長 く続 き弛緩が遅れた と考えられる。
さらに1の 回帰分析でラッチブ リッジを形成する τlatch-attachの値で有意に小 さ
かった(表1.)。従って ローマ ン反応 を介す る平滑筋スキン ド標本の弛緩速度の変化 は、
ラッチブ リッジ形成に関与 していると推察できる。
ローマン反応が繰 り返 されると、Crが蓄積 してい くことになる。Crの濃度上昇が弛緩
を促進する可能性が考えられる。また、cTP(ATP)の分解 によりPiとcDP(ADP)の
濃度上昇 も考え られ るが、Piはローマン反応が起きなくて も増加 してい く物質であるため、
大きな影響があるとは考えにくい。ADPは 収縮要素のカルシウム感受性を高め ミオシン
軽鎖 フォスファターゼを不活化 し収縮抑制することが明 らかになっている8)9)が、本実験
条件下ではCa2+が存在 していないことと、本実験 のローマン反応ではCDPの 蓄積 となる
ため、弛緩促進作用は考えに くい。
上記の要素を挙 げる と、ローマン反応 が活性化 されるとCTP(ATP)が供給 され、ラッ
チブ リッジの形成 は抑制 され、弛緩が促進 され る。ロ.___マン反応が不活性化 され るとCTP
(ATP)の供給が抑制 され、ラッチブ リッジの形成は促進 し、弛緩 は抑制 さている。CTP
の供給量 と平滑筋弛緩 の関係 の考察は前記の通 りであるが、ラッチブ リッジ形成 はATP
供給量 と逆行す ることとなる。これは、CTPが供給 されている状態を正常状態 として考え
ると、CTPが供給 されないとき、Rigor状態を作っている時間が長いほど、いったん離れ
た ミオシンがラッチブ リッジ形成 をし易 くなる特性 によると考 えられ る。
結語
・フルオロディニ トロベ ンゼン(1)は 濃度依存性にスキン ド平滑筋標本弛緩を抑制
した。
・ローマン反応が活性化 され るとラッチブ リッジ形成 は抑制 され、弛緩 が促進 される。
・ローマン反応が不活1生化 されるとラッチブ リッジの形成は促進 し、弛緩は抑制 され る。
次の課題 として、Crが濃度依存性 にラッチブ リッジ形成を抑制 し、弛緩 を促進 してい るこ
とを検証 したい。
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略 号
EGTA(etyleneglycoltetraaceticacid)グリ コー ル エ ー テ ル ジ ア ミ ン 四酢 酸
FDNB(fluorodinitrobenzene)フル オ ロデ ィニ トロベ ン ゼ ン
CrP(creatinephosphate)クレア チ ン リン 酸
Cr(creatine)ク レア チ ン
CK(creatinekinase)クレア チ ン キ ナ ー ゼ
CTP
CDP
ATP
ADP
(cytidinetriphosphate)シチ ジ ン 三 リン 酸
(cytidinediphosphate)シチ ジ ン ニ リン酸
(adenosinetriphosphate)アデ ノ シ ン 三 リン酸
(adenosinediphosphate)アデ ノ シ ン ニ リン 酸
追記
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